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Zellulares Thermometer

Tageszeitabhangige Korpertemperatur-
rhythmen regulieren die Genexpression

MARCO PREUSSNER, FLORIAN HEYD

INSTITUT FUR RNA-BIOCHEMIE, FU BERLIN

Alternative splicing is a dynamically regulated mechanism that dra-

matically increases the genomes coding capacity. Alternative splicing
is regulated in a time-of-day dependent manner and depends on mam-
malian body temperature cycles. This observation let to the discovery
of a body temperature sensitive kinase, which acts as sensor transla-

ting small changes in temperature (~ 1

°C) into altered phosphorylation

of RNA-binding proteins, which in turn control over 1.500 splicing

events.
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B Die meisten Protein-codierenden huma-
nen Gene sind in codierende Bereiche
(Exons) und nicht-codierende Bereiche
(Introns) unterteilt. Um eine durchgehend
codierende messenger-RNA (mRNA) zu erhal-
ten, miissen daher die Introns entfernt und
die Exons miteinander verkniipft werden
(SpleiBen). Dieser Prozess wird durch das
SpleiBosom katalysiert — ein makromoleku-
larer Komplex, der schrittweise auf jedem
Intron zusammengefiigt wird [1].

Humane Gene besitzen durchschnittlich
etwa acht Exons, und durch die alternative
Kombination dieser Exons (oder Teilen von
Exons) kann ein Gen verschiedene mRNAs
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erzeugen. Diesen Prozess nennt man alterna-
tives SpleiBen (Abb. 1A). Uber 90 Prozent
aller humanen Gene werden alternativ
gespleiBt [2, 3]. Dadurch kommt es zu einer
deutlichen VergroBerung der Codierungska-
pazitit des Genoms. Interessant ist auch,
dass komplexere Organismen wie der
Mensch deutlich mehr alternative SpleiBiso-
formen produzieren als niedere Organismen,
wéhrend die Anzahl an Protein-codierenden
Genen ahnlich ist [4].

Alternatives SpleiBen ist ein dynamischer
Prozess. Dabei werden einzelne Isoformen
haufig nur in einem bestimmten Zelltyp, Ent-
wicklungsstadium oder infolge eines spezifi-
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A Abb. 1: Alternatives SpleiBen. A, SpleiBregulation durch RNA-bindende Proteine (RBP). Konsti-
tutive Exons sind als weiBe Boxen, das alternative Exon als orange Box dargestellt. Die Exons sind
durch Introns (Linie) verbunden. Beim SpleiBen kann das alternative Exon eingebaut (oben) oder
ausgelassen (unten) werden. Hier bindet ein RBP an seine Zielsequenz (rot) und bewirkt die Inklu-
sion des Exons. B, Radioaktive RT-PCR zeigt temperaturabhangiges SpleiBen. Ein Beispielgel zeigt,
dass die Isoform ohne Exons 6 und 7 (AE6 + E7) linear mit der Temperatur korreliert [8].
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schen Signals gebildet. Hierzu assoziieren
RNA-bindende Proteine mit der unprozes-
sierten Pri-mRNA und regulieren dadurch
das Resultat einer alternativen SpleiBent-
scheidung (Abb. 1A). Diese RNA-bindenden
Proteine werden dynamisch exprimiert bzw.
modifiziert und erlauben so die gleichzeitige
Regulation ganzer Netzwerke [5].

SpleiBen und die circadiane Uhr

Unsere Arbeit basiert auf der Entdeckung,
dass alternatives SpleiBen durch die Tages-
zeit reguliert ist. Genauer fanden wir eine
SpleiBisoform im murinen U2af26-Gen, die
nur tagsiiber im Gehirn von Mausen gebildet
wird [6]. Diese Entdeckung fiihrte zu der
grundsitzlichen Frage: Wie kann die Ande-
rung der Tageszeit auf zellularer Ebene wahr-
genommen werden und zu verdndertem
SpleiBen fiihren?

Die Tageszeit wird in den meisten Lebewe-
sen durch circadiane Uhren gemessen — hier-
bei erzeugt ein Transkriptions-/Translations-
feedback loop autonome Rhythmen in der
Genexpression. Diese innere Uhr ermdglicht
die Wahrnehmung der Tageszeit auch in
Abwesenheit eines externen Lichtsignals. In
Vertebraten fungiert eine Gehirnregion
(suprachiasmatischer Nukleus) als oberster
Schrittmacher [7]. Der Wechsel von Licht zu
Dunkelheit synchronisiert diesen Schrittma-
cher, welcher daraufhin verschiedene rhyth-
mische Signale erzeugt (z. B. Hormone wie
Cortisol oder Melatonin), die zu 24-stiindiger
rhythmischer Genexpression in fast jeder
einzelnen Korperzelle fiihren. Unsere Expe-
rimente zeigten aber, dass diese zellulare
circadiane Uhr flir die beobachteten Unter-
schiede im SpleiBen nicht verantwortlich ist.
Wir vermuteten daher, dass hierfiir eines der
rhythmischen systemischen Signale direkt
verantwortlich sein konnte. Ein solches Sig-
nal ist die Korpertemperatur. Diese liegt
nicht konstant bei 37 °C, sondern ist wah-
rend der Aktivphase hoher und wahrend der
Ruhephase niedriger. Durch spleiBsensitive
RT-PCRs mit radioaktiv markierten Primern
konnten wir tatsachlich zeigen, dass ein
Unterschied von 1 °C ausreicht, um alterna-
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A Abb. 2: Wie die Tageszeit alternatives SpleiBen reguliert. Helligkeit wird von der zentralen Uhr
im Gehirn (suprachiasmatischer Nukleus, SCN) registriert. Dieser erzeugt Kérpertemperatur-
rhythmen, die von CLKs (CDC2-like kinases) als dem zelluldren Thermometer gemessen werden.
In Mausen resultiert eine hohere Kérpertemperatur nachts in inaktiver CLK. SR-Proteine (SRSF,
Serin/Arginin(SR)-reiche SpleiBfaktoren) werden durch CLKs phosphoryliert (P) und regulieren

alternatives SpleiBen [8, 11].

tives SpleiBen in einer murinen neuronalen
Zellkultur zu regulieren (Abb. 1B). AuBer-
dem zeigte die bioinformatische Analyse von
RNA-Sequenzierdaten aus MEF(mouse emb-
ryo fibroblast)-Zellen, dass ein globales Netz-
werk von SpleiBisoformen auf Anderungen
der Temperatur reagiert [8, 9].

SR-Protein-Phosphorylierung
reguliert alternatives SpleiBen

Das externe Signal , Licht* wird also in ein
internes Signal ,Temperatur® umgewandelt.
Aber wie kann ein Unterschied von ungefahr
1 °C das SpleiBen modifizieren? Um dies zu
verstehen, haben wir einen einzelnen SpleiB-
vorgang im Detail charakterisiert und
dadurch generelle temperatursensitive Fak-
toren entdeckt. Durch die Mutation von RNA-
Bindestellen und durch die Manipulation der
Expressionshohe von RNA-bindenden Prote-
inen konnten wir zeigen, dass SR-Proteine
(Proteine mit einer Serin/Arginin(SR)-rei-

chen Domine) hierbei eine wichtige Rolle
spielen [8, 10]. SR-Proteine sind eine spezi-
elle Gruppe von RNA-bindenden Proteinen.
Alle SR-Proteine enthalten eine N-terminale
RNA-bindende Doméne und C-terminal zahl-
reiche SR-Dipeptide. Durch Phosphorylie-
rung der Serine wird die Lokalisation und die
Aktivitat von SR-Proteinen reguliert. Wir
konnten zeigen, dass SR-Proteine bei niedri-
geren (Korper)Temperaturen stidrker phos-
phoryliert sind, wodurch es zu verdndertem
alternativen SpleiBen kommt (Abb. 2).

CLK1/4 - eine Kinase als
Temperatursensor

Die Tageszeit reguliert also tiber die Korper-
temperatur die Phosphorylierung von SR-
Proteinen. Als letztes fehlendes Puzzleteil
untersuchten wir, wie Anderungen der Tem-
peratur gemessen werden und zu alternati-
ver SR-Protein-Phosphorylierung fiihren.
Zwei Gruppen von Kinasen phosphorylieren
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A Abb. 3: CLK1/4 (CDC2-like kinases 1/4)
als zelluldares Thermometer. Eine Heatmap
zeigt das SpleiBmuster von 1.745 Events in
humanen HEK293-Zellen. Gezeigt sind nur
solche Events, die sich zwischen 35 und

39 °C in der Dimethylsulfoxid(DMSO)-Kon-
trolle unterscheiden. Die Exon-Inklusion (PSI
1,0; percent spliced in) ist in Schwarz
gezeigt, exon skipping in WeiB (PSI 0,0). Fiir
eine Mehrzahl der veranderten SpleiBisofor-
men ergibt sich bei 35 °C in der DMSO-Kon-
trolle eine héhere Inklusion als bei 39 °C
(durch aktive CLK, oben angedeutet). 39 °C
und/oder Inhibition durch TGO03 resultieren
in inaktiver CLK und exon skipping [11].

SR-Proteine und eignen sich damit als Ther-
mosensor: SRPKs (serine-arginine protein
kinases) und CLKs (CDCZ2-like kinases). Kina-
se-Assays mit aufgereinigten Proteinen zeig-
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ten eindeutig, dass CLKs auf Temperatur
reagieren, wahrend SRPKs temperaturunab-
héangig sind [11]. CLKs sind im engen Bereich
der Korpertemperatur (zwischen 36 und
38 °C) stark reguliert und eignen sich damit
ideal als zellularer Sensor der Korpertempe-
ratur. Anders als fiir viele andere Enzyme
beschrieben, sind CLKs bei niedrigeren Tem-
peraturen aktiver, was mit der héheren Phos-
phorylierung von SR-Proteinen in der inakti-
ven (kiihleren) Phase korreliert. Interessant
ist auBerdem, dass CLKs von verschiedenen
Organismen an die jeweilige Korpertempera-
tur angepasst sind - CLKs fungieren also als
evolutionar adaptiertes Thermometer und
konnten damit z. B. auch an dem Phinomen
der temperaturinduzierten Geschlechtsent-
scheidung in Reptilien beteiligt sein.

Durch strukturelle Studien und Simulatio-
nen erhielten wir detaillierte Einblicke in den
Mechanismus der Temperatursensitivitat.
Dabei fanden wir, dass nur ein bestimmter
Teil der Kinase (das aktivierende Segment)
strukturell flexibel ist. Dieser Teil nimmt nur
bei Kélte eine geordnete — und damit kataly-
tisch aktive — Konformation ein. Ein Aus-
tausch dieses Segments zwischen der tempe-
ratursensitiven CLK und der temperaturun-
abhdngigen SRPK reichte dabei aus, um
Temperatursensitivitit zu storen oder zu
erzeugen. Tatsdchlich reduzierte die Mutati-
on eines einzelnen Histidins im aktivieren-
den Segment die Temperatursensitivitat
deutlich. Bei hoheren Temperaturen orien-
tiert sich das Histidin in Richtung der Sub-
strat-bindenden Stelle, und diese Konforma-
tion konnte fiir die Inaktivierung der Kinase
bei Hitze verantwortlich sein. Interessant ist
auBerdem, dass die Temperatursensitivitat
von CLK-Homologen aus Reptilien und Flie-
gen an die jeweilige Lebenstemperatur ange-
passt sind. Das aktivierende Segment ist
allerdings hochkonserviert; wir vermuten
daher, dass andere Bereiche der Kinase den
genauen Bereich der Temperatursensitivitat
festlegen.

Um zu zeigen, dass CLKs auch als Thermo-
meter in lebenden Zellen fungieren, unter-
suchten wir globale SpleiBmuster in huma-
nen Krebszellen mittels RNA-Sequenzierung.
Dabei wurde die kélteinduzierte Aktivitat
zweier nah verwandter Kinasen, CLK1 und
CLK4, durch einen phamakologischen Inhi-
bitor (TGO03; blockiert die ATP-Bindestelle
[12]) geblockt. Die Analyse der SpleiBmuster
zeigte ein eindeutiges Ergebnis (Abb. 3):
Wahrend in Kontrollzellen die Temperatur
einen starken Einfluss auf iiber 1.500 Exons

hat, ist dieser Effekt nach der Inhibition von
CLK1/4 stark reduziert. AuBerdem sind die
SpleiBmuster in Kontrollzellen bei 39 °C fast
identisch mit dem SpleiBmuster von inhibier-
ten Zellen bei 35 °C. Hohe Temperatur hat
also eindeutig einen inhibierenden Effekt auf
CLK1/4 in vivo. Zusammen zeigen diese
Ergebnisse einen neuen Signalweg der rhyth-
mischen Genexpression (Abb. 2).

Ausblick

Die RNA-Sequenzierung von humanen und
murinen Zellen ergab Hunderte SpleiBisofor-
men in unterschiedlichsten Genen, die durch
Temperatur reguliert sind. In einem néachs-
ten Schritt versuchen wir zu verstehen, wel-
chen Einfluss diese Isoformen auf die Funk-
tion der jeweiligen Gene hat. Dariiber hinaus
untersuchen wir, wie Temperatur globale
Netzwerke verandert — und welche Rolle dies
bei humanen Krankheiten spielen konnte.
Denn unsere Korpertemperatur ist nicht nur
durch die Tageszeit reguliert. Auch Krank-
heiten konnen die Korpertemperatur veran-
dern (z. B. Fieber); es gibt aber auch Tumo-
ren, die lokal eine erhohte Temperatur
haben. Zudem zeigt die Entdeckung einer
temperatursensitiven Kinase, dass auch in
gleichwarmen Lebewesen wie dem Men-
schen, mit nur sehr kleinen Kérpertempera-
turdnderungen, die Temperatur durchaus
eine zentrale Rolle spielt — diese reguliert
vermutlich deutlich mehr, als wir im Moment
wissen.
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